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高度好熱菌 Thermus thermophilus (主的.)を宿主としたスクリーニングを用いて、進化工学の手法の 1 つである di­
rected evolution によりカナマイシンヌクレオチジルトランスフエラーゼ (KNT) の耐熱化を行った。 Directed evoｭ
lution とは、ダーウィンの進化原理を生体高分子の機能改変に適応したものであるo ランダムな変異導入、スクリー
ニングによるクローンの選択、選択したクローンの増幅を、徐々にスクリーニングの淘汰圧を上げながら複数ラウン
ド行うことで、目的とする機能を進化させた変異体を得る。ランダムな変異導入及び組換えには DNA shuffling 法
を使い、 64、 69、 790C と段階的にスクリーニング時の温度を上げて計 3 ラウンドの進化実験を行った結果、生育上限
温度 (810C) まで T. th. をカナマイシン耐性に形質転換できる耐熱性の変異体を209個得た。史的.がこれ以上高い温
度で生育できないため、さらに高い温度でのスクリーニングを行うことができなかった。そこで、得られた耐熱性の
変異体が持つ変異を組み合わせることにより、さらに高い熱安定性を持つ変異体を作製した。このようにして最終的
に得られた変異体 (HTK) は、 19個の変異を持っていた。その変異の多くはタンパク質の分子表面に見られた。ま
た、 19個の変異のうち 5 個は、構造上ループやターンでのプロリンへの置換であった。 HTK を大腸菌内で発現後精
製し、元の KNT と比較解析した。その結果、酵素活性を維持したままで熱安定性が200C上昇していることがわかっ
た。これはタンパク質の耐熱化としては今までで最も成功した試みである。また、 19個の変異のほぼ全てがそれぞれ
耐熱化に寄与しており、その寄与が比較的大きいものの多くはN末端ドメインに位置していた。 19個の変異それぞれ
の熱安定性に対する寄与は大きくはないが、少なくともそのいくつかは協同的に熱安定性を上昇させていることがわ
かった。分子動力学計算の結果から、この変異体はドメイン単位で構造が固くなることにより安定性が向上している
ことが示唆された。このことはシステイン残基の化学修飾とプロテアーゼによる限定加水分解により実験的に確認で
きた。
また、この耐熱型 KNT の開発により、主的.において初めて本格的に抗生物質耐性の選択マーカーが利用できる
ようになった。その結果、構造及び機能ゲノム科学的研究が現在進行している主的.の研究が今後さらに進展するも
のと考えられる。
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論文審査の結果の要旨
これまで、高度好熱菌には耐熱性の薬剤耐性遺伝子が存在せず、遺伝子操作が極めて煩雑であったが、ランダムな
変異導入とスクリーニングによる耐熱化によって、カナマイシンヌクレオチジルトランスフエラーゼを850Cまで耐熱
化することに成功した。これによって、高度好熱菌の遺伝子操作を可能にするとともに、機能未知遺伝子の機能解析
への道を聞いた。よって、博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める。
